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Resumen: La resistencia antimicrobiana (RAM), se considera como una de las 10 proble-
maticas méas desafiantes para el sistema de salud publica, ya que a través del tiempo las bacterias
han desarrollado mecanismos de defensa y evasion frente a antibioticos de ultima generacion,
como los carbapenémicos y las polimixinas. Es decir, que la eficacia de los tratamientos terapéu-
ticos a nivel mundial estd disminuyendo progresivamente, especialmente en el manejo de infec-
ciones urinarias, nosocomiales, gastrointestinales, y afecciones graves, por lo que cada vez son
mas dificiles o imposibles de combatir, aumentando significativamente la tasa de mortalidad.
Uno de los principales mecanismos de propagacion bacteriana farmacorresistente es en la cadena
alimentaria, principalmente en la comida callejera, lo que conduce a que los agentes multirresis-
tentes ya se encuentren en entornos comunitarios. Sin embargo, en el Ecuador, las investigaciones
sobre la resistencia antimicrobiana (RAM) en bacterias aisladas de alimentos callejeros son limi-
tados. De igual manera, no se han realizado técnicas de secuenciacion gendmica de Enterobac-
terales provenientes de espacios comunitarios en el pais, lo que dificulta la vigilancia epidemio-
l6gica y el monitoreo efectivo de la resistencia antimicrobiana. Es por esto, que en este estudio,
se analizaron 6 muestras de alimentos liquidos callejeros recolectados en el Parque de los Tubos
y El Panecillo, donde se descartaron microorganismos de desinterés, mediante el uso de medios
de cultivo (diferenciales y selectivos), y pruebas de sensibilidad. De la muestra de mayor interés
se realizé un aislado denominado 6M, donde se extrajo ADN para su posterior secuenciacion con
el equipo MiSeq de Illumina, mediante el uso de herramientas bioinformaticas se evidencio que
el aislado 6M corresponde a la bacteria gramnegativa Stenotrophomonas maltophilia. Esta bac-
teria patdgena, se caracteriza por causar infecciones nosocomiales y respiratorias a pacientes in-
munocomprometidos, aumentando la tasa de mortalidad relacionadas a RAM. Asimismo, gracias
a la herramientas bioinformaticas se identificaron mecanismos de accion de esta bacteria, los
cuales son, produccion de bombas de eflujo (smeABC, AcrAB-TolC), betalactamasas (Betalac-
tamasa Toho-1, L1-Betalactamasa) , factores de virulencia (gyrA) y transposones (Tn10). El ob-

jetivo de esta investigacion es identificar genes de resistencia a los antimicrobianos en bacterias
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aisladas de alimentos callejeros del sur del Distrito Metropolitano de Quito, mediante anélisis
microbiologicos y técnicas moleculares, para la determinacion de una posible fuente de disemi-

nacion de microorganismos RAM.

Palabras clave: Resistencia Antimicrobiana (RAM), gendmica, diseminacion, cadena ali-

mentaria, microbiologia ambiental

Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) is considered one of the ten most challenging
issues for public health systems, as bacteria have developed defense and evasion mechanisms
over time against next-generation antibiotics such as carbapenems and polymyxins. This means
that the effectiveness of therapeutic treatments worldwide is progressively declining, especially
in the management of urinary, nosocomial, and gastrointestinal infections, as well as severe con-
ditions, making them increasingly difficult or even impossible to combat, significantly increasing
mortality rates. One of the main mechanisms of drug-resistant bacterial spread occurs through
the food chain, particularly in street food, leading to the presence of multidrug-resistant agents in
community environments. However, in Ecuador, research on antimicrobial resistance (AMR) in
bacteria isolated from street food remains limited. Similarly, genomic sequencing techniques
have not been applied to Enterobacterales from community spaces in the country, which hinders
epidemiological surveillance and the effective monitoring of antimicrobial resistance. For this
reason, this study analyzed six samples of liquid street food collected from Parque de los Tubos
and EIl Panecillo, where non-relevant microorganisms were excluded through the use of differen-
tial and selective culture media, as well as susceptibility tests. The most relevant sample resulted
in an isolate designated as 6M, from which DNA was extracted for subsequent sequencing using
the Illumina MiSeq platform. Through bioinformatics tools, it was determined that isolate 6M
corresponds to the Gram-negative bacterium Stenotrophomonas maltophilia. This pathogenic
bacterium is known for causing nosocomial and respiratory infections in immunocompromised
patients, increasing mortality rates related to AMR. Furthermore, bioinformatics analysis identi-
fied multiple resistance mechanisms in this bacterium, including efflux pump production
(smeABC, AcrAB-TolC), B-lactamases (Betalactamase Toho-1, L1-Betalactamase), virulence
factors (gyrA), and transposons (Tn10). The objective of this research is to identify antimicrobial
resistance genes in bacteria isolated from street food in the southern area of the Metropolitan
District of Quito using microbiological and molecular techniques, in order to determine a poten-

tial source of dissemination of AMR microorganisms.
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1. Introduccién

La resistencia antimicrobiana (RAM), es el medio por el cual los microorganismos son ca-
paces de evadir los mecanismos de accidn de antibidticos, tales como los carbapenémicos, y las
polimixinas (Sacsaquispe et al, 2017; Giono et al, 2020; Burguet et al, 2023). Esta resistencia
representa una de las 10 principales amenazas al desarrollo econémico y salud a nivel global
(ONU, 2019). Se estima que, para el afio 2030, las infecciones causadas por la RAM podrian
llevar a 24 millones de personas a una situacion de escasez econdémica extrema, debido a las
hospitalizaciones frecuentes y los tratamientos prolongados (OMS, 2019). Ademas, de reducir el
valor del producto interno bruto mundial (PIB) en 3 billones de délares (OMS, 2019). Actual-
mente, mas de 700 mil muertes anuales son causadas por infecciones de agentes bacterianos y se
proyecta que para el afio 2050, esta cifra aumentara a 10 millones de muertes provocadas por
infecciones asociadas a RAM (ONU, 2023; OMS, 2019).A través del tiempo, los microorganis-
mos han desarrollado mecanismos de defensa y evasion frente a las nuevas terapias médicas,
Ilegando a ser multirresistentes (Camacho, 2023). Es decir que, diversas cepas bacterianas han
adquirido resistencia a al menos una familia de antibioticos (Camacho, 2023). Este fendmeno se
debe al uso indiscriminado de antibidticos (Patine, 2020; Mendez, 2023). En la industria gana-
dera, aproximadamente el 80% de los antibidticos administrados en animales sanos, son antimi-
crobianos de actividad critica e importante, como los carbapenémicos, cefalosporinas, tetracicli-
nas y macrolidos (OMS, 2017).

En respuesta, en el afio 2015 la asamblea mundial de la salud implementé un plan de accién
contra las infecciones relacionadas a RAM, adoptando el enfoque One-Health (OMS, 2024). Este
enfoque busca integrar el bienestar humano, animal y medio ambiental, estableciendo nuevas
metodologias, como proporcionar asesorias en el manejo de farmacos, promocionar campafas
educativas, innovar en la produccion de antibioticos y realizar vigilancia epidemioldgica
(GLASS) (Vazquez, 2023; OMS, 2023).

En Latinoamérica, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) conformé la red de

vigilancia ReLAVRA, evidenciado que el 70% de las infecciones transmitidas por alimentos
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representan una de las mayores preocupaciones a nivel internacional, ya que provocan cuadros
severos de diarrea aguda (Giono, 2020). Ademas, se detectaron nuevos genes de alta resistencia
a la colistina, como el mcr-1 en aislamientos de E. coli y Salmonella spp, provenientes de mues-
tras humanas y animales (aves y cerdos), reflejando una proceso de transferencia horizontal de
genes de resistencia, a traves de compuestos maéviles entre estas especies (Giono, 2020). Asi-
mismo, se conoce que el origen de dispersion del gen mrc-1 proviene del sector ganadero en
China, lo que sugiere gque la rapida diseminacion de este gen, en mas de 30 paises se debe a la
produccion alimentaria, resaltando, que esta industria es un potencial vehiculo para la dispersién
de resistencia antimicrobiana a nivel mundial (Wang et al, 2018). Asimismo, una revision siste-
matica sefiala que los alimentos como aves, peces, carne, vegetales, y verduras, preparados en
puestos ambulatorios, representan una fuente potencial de transmision de microorganismos mul-
tirresistentes, causando enfermedades graves o leves. A nivel mundial, la prevalencia de resis-
tencia antimicrobiana en comidas callejeras varia considerablemente, con rangos que van desde
el 5% hasta el 70%. Sin embargo, la prevalencia del 70% se encuentra en paises en vias de desa-
rrollo (Fusaro, 2024)

En el Ecuador, el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica conjuntamente con
el Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos, demostraron que durante
el afio 2020, hubo un incremento de casos por infeccion de Klebsiella pneumoniae, presentando
una drogo resistencia hacia los carbapenémicos, penicilinas, y a todas las generaciones de las
cefalosporinas (INSPI, 2022). Asimismo, estudios reportaron la presencia del patotipo Shigellae,
la cual es farmacorresistente en espacios hospitalarios, provocando infecciones diarreicas agudas
en los pacientes (Villacrés, 2015). Se hall6 que la infeccidon de este microorganismo se da ma-
yormente por la ingesta de agua y alimentos previamente contaminados, ya que la manera de
contagio es directa o indirectamente oral-fecal (Villacrés, 2015). En este contexto, segun GRAM
a nivel nacional se han hallado cinco microorganismos multirresistentes de registro obligatorio
(E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, y Pseudo-
monas aeruginosa), los cuales se identificaron como patdgenos con mayor incidencia de muertes
asociadas a RAM en el pais (GRAM , 2019).

A nivel nacional, el consumo de comida callejera es una de las actividades mas comunes,
ofreciendo una solucion préctica y cotidiana para la poblacion ecuatoriana (Lema, 2024). Sin

embargo, esta costumbre conlleva riesgos para la salud al ser una potencial fuente de
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enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Lema, 2024). En el afio 2020, se han registrado
en el Ecuador mas de 8 mil casos relacionados a estas enfermedades, de los cuales sus principales
patdgenos de infeccion son Salmonella spp y E.coli, para principios del afio 2023 se evidenciaron
6 mil casos asociados a intoxicaciones alimentarias, que en su mayoria estuvieron presentes en
la provincia de Pichincha (MSP, 2021). Asimismo, en la ciudad de Ambato, se evidencié que en
la comida callejera tipica, el 80% de las muestras presentaron crecimiento bacteriano, de las cua-
les se aislaron microorganismos como E.Coli, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, y Cronobac-
ter (Tubdn, 2022). En cuanto a su resistencia, se report6 que el agente E.Coli es capaz de evadir
mecanismos de accion antibiodtica debido a la sintesis de enzimas betalactamasas (BLEE) y me-

talobetalactamasas (Tubdn, 2022).

A pesar, de que se conocen las cifras de muertes asociadas a bacterias multirresistentes a
nivel nacional, no se han llevado a cabo las debidas investigaciones acerca de las fuentes de
diseminacion de estos agentes en el Ecuador (Basantes, 2021). Es por esto que, al realizar vigi-
lancias epidemiolGgicas acerca de la distribucion de RAM en entornos comunitarios, existe la
posibilidad de proporcionar metodologias para una correcta gestion de riesgos de ETA en el sis-
tema de salud publica (Barrera, 2023). De igual manera, se pueden integrar medidas de seguridad
tanto en la ruta de suministracion de alimentos como en el producto final, implementado el con-
cepto One-Health (OPS, 2021).

En Estados Unidos desde que se implementé vigilancias microbioldgicas en entornos co-
munitarios, se ha reportado que la diseminacién de bacterias RAM disminuyo significativamente
(Fang, 2023). Sin embargo, a nivel nacional ain existe una brecha de informacién relacionada a
la RAM, impidiendo supervisar y determinar la aparicion de resistencias antimicrobianas en pa-
tdgenos de alto riesgo en espacios publicos e intrahospitalarios (Salazar, 2021). Es decir, que con
la ayuda de nuevas investigaciones se puede actuar en base a un sistema preventivo mas no reac-
tivo, disminuyendo la propagacion de bacterias multirresistentes en alimentos callejeros. Sin em-
bargo, el presente estudio al estar limitado por el tamafio de muestra actia como una guia preli-
minar para futuras investigaciones relacionadas a RAM, aportando al enfoque One-Health y a su
agenda de investigacion, ya que el estudio al identificar una posible via de diseminacion comu-
nitaria de bacterias RAM, puede proponer estrategias preventivas frente a riesgos en salud publica
(OMS, 2023). Si bien se han mencionado casos de estudios acerca del resistoma alimentario en

el Ecuador, esta informacion es muy escasa a comparacion con investigaciones realizadas en
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ambientes intrahospitalarios. Por estas razones, el objetivo es identificar genes de resistencia a
los antimicrobianos en bacterias aisladas de alimentos callejeros del sur del Distrito Metropoli-
tano de Quito, mediante analisis microbioldgicos y técnicas moleculares, para la determinacion

de una posible fuente de diseminacion de microorganismos RAM.
2.Metodologia

La metodologia de este estudio se estructurd en tres fases: muestreo, analisis microbiologico
y analisis molecular. Cabe mencionar, que los criterios de seleccidn, las pruebas de sensibilidad,
la seleccion de medios de cultivo (selectivos y diferenciales) y las técnicas de caracterizacion,
fueron basadas para aislar Enterobacterales presentes en comida callejera del sur del Distrito
Metropolitano de Quito. En la figura 1, se evidencia un resumen de cada fase como una repre-

sentacion general de la ejecucion del estudio.

m Fase Microbiolégica Fase Molecular
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Figura 1. Representacion grafica de la identificacion de genes de resistencia a los

antimicrobianos en la zona urbana del sur del Distrito Metropolitano de Quito.
2.1. Muestreo

Durante la fase de muestreo, se prepar6 el medio de cultivo de transporte para trasladar las
muestras al laboratorio de microbiologia de la Universidad Internacional SEK. Posteriormente,
se delimitaron las zonas urbanas en el sector sur, donde se recolectaron un total de seis muestras
procedentes de puestos de comida ambulantes. Resaltando, que el tamafio de muestra recogida es

proporcional a su representatividad en el presente estudio, afectando significativamente el valor
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del grado de error muestral (Cantoni, 2009). Ademas, el principal enfoque de este estudio se basa

en recopilar datos cualitativos nominales, mas no datos cuantitativos continuos (Cantoni, 2009)
2.1.1. Preparacion de Medio de Cultivo de Transporte (Agua Peptona Tamponada)

El agua peptona, al ser un medio no selectivo se utiliza principalmente para mantener la
viabilidad de maltiples organismos, proporcionando los nutrientes esenciales para su reanimacion
y recuperacion (Margot, 2015). Es por esta razén, que se selecciond el agua como un medio de
recoleccion y transporte de las muestras alimentarias (Margot, 2015). Se diluy6é 99 de agua de
peptona en 600mL de agua destilada y se calentd la mezcla hasta su punto de ebullicion. Poste-
riormente, se ajusté el pH que se encuentre entre 7,2 + 0,2 y se autoclavo a 121 °C, 15 psi durante
15 minutos (Margot, 2015). A continuacion, se dispenso 90 mL del medio en 6 envases de 100mL
dentro de la cabina de flujo laminar y se los almaceno en refrigeracion a 4°C hasta la fecha de

recoleccion de las muestras.
2.1.2. Delimitacion de las zonas de muestreo

El muestreo se realizé en dos localidades, una en el parque de los Tubos ubicado en la
parroquia de la Magdalena en el sector de Solanda, y el otro ubicado en la loma de El Panecillo
perteneciente a la parroquia del Centro Histérico del Distrito Metropolitano de Quito. Se selec-
cionaron estos puntos de muestreo, basado en la concurrencia del sector y su popularidad. El
Panecillo es uno de los patrimonios culturales mas importantes a nivel nacional, por ende, pre-
senta un flujo constante de turistas (nacionales e internacionales) (Moncayo, 2002). Sin embargo,
a través del tiempo las edificaciones y estructuras de este sitio, se han ido deteriorando por con-
diciones ambientales, atrayendo a roedores, aves, palomas, perros hasta insectos. Ademas, como
no existe un control, coordinacién y manejo eficiente por parte del Municipio de Quito, los pues-
tos de comida callejera y venta de artesanias se encuentran en malas condiciones (Moncayo,
2002). Por otra parte, el parque de los Tubos, es uno de los centros de recreacion mas conocidos
en el sur de Quito, en consecuencia, presenta una alta actividad comercial relacionada a la venta
de alimentos callejeros (Mediavilla, 2023). La seleccién de estos dos lugares, representa distintos
contextos sociales, uno basado en una dinamica turistica y el otro en una cotidiana. En la figura
2 se visualiza el mapa del DMQ donde se encuentran las dos localidades de muestreo (Parque
Los Tubos y El Panecillo).
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—— El Panecillo

Figura 2. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo.
2.1.3. Recoleccion de muestras

Para el muestreo, se seleccionaron cuatro tipos de alimentos liquidos: tres salsas (aji, mayo-
nesa y salsa de tomate) y ceviche de chochos (Lema, 2024). Se escogieron estos alimentos por
cuatro motivos: su alta popularidad, su consumo masivo, su tratamiento térmico y por referencias
bibliografias que han demostrado presencia de Enterobacterales en espacios publicos a nivel na-
cional en el ceviche de chochos, aji, mayonesa, y la salsa de tomate (Arguello, 2023; Ledn, 2023;
Tobdn 2017). De igual manera, estos alimentos al no ser procesados por tratamiento térmicos,
son mas propensos de aumentar el riesgo de contaminacion microbioldgica, ya sea bacteriana o
fangica. Asimismo, segun el informe de la FAO, los alimentos crudos de tipo vegetal o animal,
presentan un mayor riesgo de contaminacion por bacterias patdgenas, lo que incrementa la pro-
babilidad de transmision de ETA (FAO, 2022).

Por cada localidad se recolectaron tres muestras, con un total de seis a procesar. Una vez
registrada la hora exacta de llegada y las coordenadas geogréaficas de cada punto de muestreo,
mediante el uso de la aplicacion “Coordenadas-GPS convertidor”. Se procedid a recolectar 10

mL de cada muestra, para dispensarlos en los frascos estériles de transporte. En el caso del
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ceviche de chochos, se filtraron los alimentos solidos, mediante una jeringa de 10 mL, tomando

la parte liquida del alimento como muestra.

Una vez recolectadas las muestras en los frascos, se almaceno en un cooler portétil a 4°C
con su respectiva etiqueta. A cada etiqueta se le asign6 un codigo especifico, primero se anotaron
las siglas de la zona, las tres primeras letras de la localidad, seguido de las tres primeras letras del
tipo de comida, se especifico si el tipo de alimento era liquido o sélido y finalmente, se detallo el
namero de muestra. Por ejemplo, la muestra de aji que fue recolectada en el parque Los Tubos,
se registrd con el siguiente codigo: QS - TUB - Al - L - 001. En la siguiente matriz, se evidencia
la informacion recopilada de la localidad de recoleccion, el tipo de muestra, el estado (liquido o

solido), la coordenadas geogréficas y el codigo correspondiente.

Tabla 1

Resumen de los datos recopilados durante el muestreo.

Localidad de Tipo de Muestra Estado Coordenadas  Codigo de
Recoleccion Geograficas Muestra
Los Tubos Aji Liquido -78.5380767 QS - TUB -

-0.2622273 AJi —L-001
Los Tubos Mayonesa Liquido -78.5380767 QS - TUB -
-0.2622273 MAY - L -001

Los Tubos Ceviche de Liquido -78.5380767 QS - TUB -
Chochos -0.2622273 CEV - L -001
El Panecillo  Aji Liquido -78.518364 QS — PAN —

-0.2298214 AlJi- L - 001
El Panecillo  Salsa de Tomate  Liquido -78.518364 QS — PAN —
-0.2298214 SAL - 001
El panecillo  Ceviche de Liquido -78.518364 QS - PAN -
Chochos -0.2298214 CEV - 001
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2.2. Fase Microbioldgica
2.2.1. Preparacion de medio de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo, se consideraron multiples variables, como la
seleccion de medios de cultivo selectivos, 0 a su vez el enriquecimiento con antibidticos, con la
finalidad de distinguir la viabilidad de microorganismos Enterobacterales potencialmente pato-

genos.
2.2.1. Agar XLD

Se suspendi6 20,9g agar XLD en 380mL de agua destilada, se calenté en una placa calefac-
tora hasta punto de ebullicion, se ajust6 el pH a 7,4 y se vertio el medio en 38 placas estériles de
9cm x 1,6 cm en la cabina de flujo laminar (Valtek, 2021). Una vez solidificado el medio, se
realizé un control negativo y positivo, en el positivo se inoculé una cepa de Escherichia Coli para

garantizar que el medio se encuentre en optimas condiciones.
2.2.2 Agar MacConkey enriquecido con cefepime

El agar MacConkey es un medio selectivo que permite el aislamiento de bacilos gramnega-
tivos, provenientes de muestras alimenticias o aguas residuales (Valtek, 2021). Se preparé 380mL
de agar MacConkey conjuntamente con el antibiético cefepime a una concentracion de 0,1g/mL.
Previamente, se disolvié el medio y se autoclavé a 121°C, 15 psi durante 15 minutos, una vez
esterilizado, se dej6 reposar a temperatura ambiente para ajustar el pH a 7,1 (Valtek, 2021). En
la cabina de flujo laminar se agreg0 el antibidtico al medio y se lo dispenso en 38 cajas Petri

desechables de 9cm x 1,6¢cm.
2.2.3.Agar Sangre enriquecido con colistina

El agar sangre enriquecido con colistina, permite la identificacion de posibles enteropato-
genos potencialmente resistentes a este antimicrobiano (Touchet, 2022). En este caso, se prepa-
raron 380mL de agar sangre conjuntamente con el antibiotico colistina a una concentracion de
0,05g/mL. Previamente, se disolvié el medio y se autoclavo a 121°C, 15 psi durante 15 minutos,
una vez esterilizado, se lo dej6 enfriar hasta que llegue a los 50°C para ajustar el pH a 7,3. En la

cabina de flujo laminar se agrego el antibidtico y la sangre al 5% al medio. Asimismo, se



Resistencia Antimicrobiana 2024 11 of 49

dispensaron 380 mL del medio en 38 cajas Petri desechables de 9cm x 1,6cm (Condalab, 2019;
Valtek , 2021).

2.3.Inoculacion y cultivo de muestras

Las seis muestras fueron sembradas por duplicado en agar XLD, agar MacConkey enrique-
cido con cefepime, y agar sangre enriquecido con colistina. Cada muestra se inocul6 en cajas
petri, aplicando la técnica de extension por placa con la ayuda de la asa Digralsky de vidrio. De
esta manera, la muestra se distribuy6 de forma uniforme por todo el medio de cultivo. Cada placa
que fue inoculada se la registrd con su debido cddigo y se las sellé con parafilm cubriendo el

90% de la caja y se las incub6 por 72 horas a 37 °C + 2 °C.
2.3.1. Aislamiento de colonias

Transcurridas las 72 horas de incubacion, se aislaron colonias morfoldgicamente definidas
en medios de cultivo diferenciados, como el agar sangre y el agar MacConkey, sin la adicion de
antibidticos. Esto con la finalidad de obtener cultivos puros a partir del cultivo madre. En las
colonias aisladas del agar sangre, se realizaron tinciones gram, para identificar cepas resistentes

a la colistina segun si se las clasificaba como grampositivas 0 gramnegativas.
2.3.2. Barrido de agar XLD y cultivo con meropenem (MEM)

Como en algunos cultivos de agar XLD, no se logré aislar colonias contables. Se realiz6 un
barrido en el agar, el cual se lo inocul6 por método de agotamiento en el agar MacConkey. Una
vez sembrado el indculo, se coloc6 un disco de meropenem, y se incubaron las placas por 24

horas a 37°C. Con la finalidad de garantizar la presencia de patdgenos Enterobacterales.
2.3.3. Dilucion y conteo de colonias

Se realizaron diluciones seriadas de 1:100, 1:1000 y 1:10000 de las muestras madre con
agua peptona tamponada, y se cultivaron en agar MacConkey y agar sangre sin enriquecimiento,
con el objetivo de contabilizar las unidades formadores de colonias (UFC).

2.3.4. Tincion Gram

La tincion gram es una técnica de gran ayuda en cuanto a la identificacién y seleccion de

potenciales microorganismos farmacorresistentes, ya que al clasificarlos segin su morfologia y
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por su reaccion a la tincibn como grampositivos o gramnegativos, es un gran parametro prelimi-
nar para realizar las pruebas de sensibilidad, como el antibiograma. De igual manera, gracias a
esta técnica se visualizo posibles contaminaciones de microorganismos no deseados entre culti-

VOS.
2.3.5. Protocolo Colistina

A partir de los aislados 5M y 6M, se prepararon suspensiones de 0,5 escala McFarland, para
inocularlas en 6 placas de Miller Hinton enriquecido con colistina. Para esto, en cada agar pre-
sentd una concentracion distinta de antibidtico: 0.1, 1, 2, 4, 6, 8 ug/mL (CLSI, 2024). Una vez
inoculadas las placas, se dejo reposar a temperatura ambiente por cinco minutos, y a continua-
cion, se incubd por 24 horas a 37°C + 2°C conforme a lo estipulado por el manual CLSI-100.
Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, se registraron los resultados de ambos aislados.

2.3.6. Pruebas de sensibilidad: Antibiograma

Se prepar6 agar Mueller Hinton y se autoclavé a 121°C, 15 psi durante 15 minutos. Una vez
esterilizado el medio, se lo dejé enfriar a 45°C en la cabina de flujo laminar, para asi dispensarlo
en las cajas petri de 9cm x 1,6 cm, asegurando que la capa del agar cumpla los 4mm de profun-
didad segln la guia del CLSI-100. Por otra parte, se prepard suspensiones de 0,5 escala McFar-
land de los cultivos ya aislados, y se los inoculé en el agar por la técnica de difusion en superficie
0 siembra en césped. Se coloraron los siguientes discos de antibiéticos en el agar: amoxicilina
mas acido clavulanico (AMC30), meropenem (MEM10), imipenem (IPM10), cefepime (FEP30)
y cefoxitina (FOX30) (CLSI, 2024). Se incubaron por 18 horas a 37°C = 2 °C (CLSI, 2024).

2.4.Fase Molecular
2.4.1. Extraccion de ADN y Electroforesis

Se realiz6 un enriquecimiento en el medio de cultivo BHI de las cepas de interés, previa-
mente a la extraccion de ADN bacteriano. Para la extraccion se utilizd el protocolo kit QIAamp
DNA Mini Kit (50) y para su cuantificacion se emple6 el equipo Quibit 2.0 de Invitrogen. De
igual manera, se verificoO una concentracion mayor a 10ng/ uL para su posterior secuencia-
cion. Asimismo, para garantizar la integridad del material genético extraido, se realizaron corri-

das de electroforesis en un gel de agarosa al 2% y 5uL de Safe-Green. A continuacién, en el



Resistencia Antimicrobiana 2024 13 of 49

primer pocillo del gel se agregd 5uL de Ladder como indicador de la cantidad de pares de bases.
Seguidamente, en el segundo pocillo se cargd 2uL de la muestra de ADN conjuntamente con 3ulL
del buffer de carga. Una vez cargada la muestra, se programo el equipo a 100 voltios por aproxi-
madamente una hora, para asi observar la integridad de la banda y determinar el nimero de pares

de bases de la muestra (Fierro, n/d).
2.4.2. Secuenciacion NGS y Andlisis Bioinformatico

Se prepararon librerias gendmicas utilizando el kit DNAprep Illumina, para su posterior
secuenciacion en el equipo MiSeq a una profundidad de 30x (Illumina, 2023). Seguidamente, se
realizé el anlisis de calidad de los archivos crudos de secuenciacion utilizando la herramienta
FastQC (version 0.74) (Andrews, n/d). Posteriormente, se eliminaron las lecturas de baja calidad,
mediante la herramienta Trimmomatic (version 0.36), utilizando un filtro de Phred Score de 30
(Bolger et al, 2014). A continuacion, se utilizo la herramientas SPAdes (version 3.15) para obte-
ner un ensamblaje de Novo, en el cual se determind el tamafio de kmers de 21,33,55,77, para
anotarlo utilizando la herramienta Prokka (version 1.14) (Antipov, 2016; Cuccuru, 2014). De
igual manera, se realiz6 un analisis de evaluacion de calidad del ensamblaje, mediante la herra-
mienta Quast L-G (version 5.3) (Mikheenko, 2018). Finalmente, se utiliz6 la herramienta ABRi-
cate (version 1.0) para escanear el genoma ensamblado frente a la base de datos de Resfinder y
CARD (Seemann, 2016). Estas base de datos, fueron de gran ayuda, para identificar genes de
resistencia y virulencia, sin embargo, mediante referencias bibliograficas se analizaron las prin-

cipales funciones de estos genes en la bacteria secuenciada.
3.Resultados
3.1.Crecimiento Microbioldgico Inicial

Como se menciono en la fase microbioldgica, las muestras se inocularon por duplicado en
el agar MacConkey, agar sangre y agar XLD, esto con el objetivo de distinguir la viabilidad de
posibles agentes enteropatdgenos. En total se procesaron 38 placas, entre las cuales 2 se utilizaron
para controles positivos y negativos. De los 3 cultivos, el 63,8% mostrd evidencia de crecimiento
bacteriano, sin embargo apenas el 21,73% es posible que se trate de cepas resistentes a cefepime
y el 34,78% a colistina. Unicamente en la muestra QS — TUB — AJI — L — 001/002 se hall6
crecimiento microbioldgico en todos los agares, por el contrario en la muestra QS — PAN — SAL

— L —001/002 hubo nulo crecimiento en los tres medios de cultivo. En las muestras QS — TUB —
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CEV - L - 001/002, QS — TUB — MAY — L — 001/002 y QS — PAN — CEV — L — 001/002
presentaron crecimiento en el agar XLD y en el agar sangre enriquecido con colistina, esto de-
muestra que en todas las muestras con excepcion de la muestra QS — PAN — SAL — L —001/002
hay patogenos entéricos. Cabe sefialar, que no se realizé un método cuantificable para estimar la
presencia de unidades formadoras de colonias (UFC). Es decir, que se determiné Unicamente si
en los agares se encontraban colonias bacterianas o no. Los resultados antes descritos se muestran

en latabla 2 y en el anexo 1 se visualiza graficamente el crecimiento bacteriano por agar.
Tabla 2

Presencia de crecimiento bacteriano en los cultivos iniciales.

Muestra XLD Agar Sangre +Colistina MacConkey +Cefepime
QS—TUB-AJI—L - 001 Presencia Presencia Presencia
QS—TUB-AJi—L - 002 Presencia Presencia Presencia
QS-TUB-MAY —-L-001 Presencia Presencia Ausencia
QS-TUB-MAY —-L-002 Presencia Presencia Ausencia
QS-TUB-CEV-L-001 Presencia Presencia Presencia
QS-TUB-CEV-L-002 Presencia Presencia Presencia
QS —PAN — AJI-L - 001 Presencia Ausencia Ausencia
QS —PAN - AJI-L - 002 Presencia Ausencia Ausencia
QS —PAN - SAL - 001 Ausencia Ausencia Ausencia
QS —PAN - SAL - 002 Ausencia Ausencia Ausencia
QS —PAN - CEV -001 Presencia Presencia Presencia
QS —PAN - CEV - 002 Presencia Presencia Ausencia

3.2. Barrido de agar XLD y cultivo con meropenem (MEM)

De las 12 muestras inoculadas, 10 mostraron crecimiento en el agar XLD sin enriqueci-
miento. De estas, el 30% presento indicios de una posible resistencia a meropenem (MEM) en el
agar MacConkey, como se evidencia en la tabla 3 y se complementa la informacién porcentual
en el anexo 2. Esto implica una reduccion porcentual del 70% al momento de aislar Enterobac-

terales de interés, equivalente a una relacion proporcional de 10:3.
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Tabla 3

Reporte de presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en agar XLD y agar

Muestra XD MacConkey + MEM
QS —TUB — AJI-L - 001 1 1
QS -TUB-AJI-L - 002 1 1
QS —TUB—MAY —L - 001 1 1
QS —TUB —MAY —L - 002 1 0
QS - TUB - CEV—L - 001 1 0
QS —TUB - CEV—L - 002 1 0
QS —PAN - AJI-L - 001 1 0
QS —PAN-AJI-L - 002 1 0
QS — PAN — SAL — 001 0 0
QS — PAN — SAL — 002 0 0
QS — PAN — CEV — 001 1 0
QS —PAN - CEV — 002 1 0

3.3. Aislamiento de Colonias y Caracterizacion Morfoldgica

Una vez identificadas las colonias con posible resistencia a meropenem, se aislaron las co-
lonias de interés por sus caracteristicas morfoldgicas, en cuanto a la siembra en agar Sangre y en
agar MacConkey las muestras que presentaron mayor diversidad fueron QS — TUB — AJi — L —
001 y QS — PAN — CEV - 001, como se evidencia en la tabla 4. En el anexo 3, se refleja la
diversidad morfoldgica de las colonias bacterianas aisladas en cada tipo de agar. Cabe mencionar,
que para cada aislado se le design6 un nuevo cédigo de distincion para un mayor manejo y control

de las muestras, como se puede observar en la tabla 5.
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Tabla 4

Conteo de aislamientos por agar de acuerdo a su diversidad morfologica.

Agar XLD Agar Sangre  Agar MacConkey + Total

Muestra +MEM Cefepime
QS-TUB-AJI-L-001 1 2 2 5
QS-TUB-AJI—L - 002 1 1 2 4
QS -TUB-MAY -L- 001 1 3 0 4
QS -TUB-MAY -L - 002 0 3 0 3
QS -TUB-CEV-L-001 0 4 1 5
QS -TUB-CEV-L-002 0 1 1 2
QS —PAN-AJL- L - 001 0 2 0 2
QS —PAN-AJl-L - 002 0 0 0 0
QS —PAN — SAL - 001 0 0 0 0
QS —PAN - SAL - 002 0 0 0 0
QS —PAN-CEV - 001 0 4 1 5
QS —PAN-CEV - 002 0 1 0 1

Tabla 5
Asociacion de muestras con su respectivo codigo.
Muestra Medio de Cultivo Colonia Aislado

QS —TUB — AJI-L - 001 XLD(MEM) A 4M
QS - TUB—AJI-L-002 MAC A 5M
QS - TUB—AJI-L-002 MAC B 6M
QS - TUB — MAY —L - 001 XLD(MEM) A 1M
QS - TUB — MAY —L - 002 SANGRE A 6S
QS - TUB — CEV —L - 002 SANGRE A 58
QS —PAN - AJI- L - 001 SANGRE A 28
QS — PAN — CEV — 001 SANGRE A 18
QS — PAN — CEV — 001 SANGRE B 3s
QS — PAN — CEV — 001 SANGRE C 48
QS — PAN — CEV — 001 MAC A 2M
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3.5.Tincion Gram

De los aislados que se mencionaron en la tabla 5, se realizaron tinciones gram para identi-
ficar su morfologia y descartar una posible contaminacion cruzada. En las muestras 1M, 4M, 5M
y 6M se reportaron bacilos gramnegativos, y en las muestras 2M, 4S y 5S, presentaron caracte-
risticas morfoldgicas inusuales a comparacion con bacterias, lo que conduce a que en el micros-
copio se estaba visualizando levaduras. En este proyecto se determin6 que el 36,4 % de los 11

aislados analizados contenian levaduras, tal como se muestra en la tabla 6 y en la figura 3.
Tabla 6

Morfologia y tincion de los aislados.

Aislado Morfologia Tincion
4M Bacilos Negativa
SM Bacilos Negativa
6M Bacilos Negativa
M Bacilos Negativa
6S Diplococos Positiva
58 Levaduras Positiva
28 Cocos Positiva
18 Levaduras Positiva
3S Cocobacilos Negativa

Clasificacién
Bacios
Clasificacion o
. Grarmnogatva .
E Cocon
B Gamoositna £
. Dolococes

Levaduras

Figura 3. Distribucion de tincién por morfologia.
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3.6.Prueba de Sensibilidad: Antibiograma

De las muestras aisladas se realizaron antibiogramas, con la finalidad de hallar bacterias
gramnegativas productoras de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) y carbapenemasas
(CRE). Para esto, se realizaron mediciones de los halos de inhibicion (mm) y se los clasifico
como resistentes o susceptibles segun el valor del punto de corte establecido para Enterobacte-
rales excluyendo Salmonella y Shigella conforme a lo establecido en el manual CLSI-100. El
aislado de mayor interés en este caso fue la muestra 6M, ya que presentd una resistencia notable
a la amoxicilina (AMC30), meropenem (MEMZ10), imipenem (IPM10), cefepime (FEP30) y ce-
foxitina (FOX30). Cabe resaltar que, si bien el manual CLSI-100, edicién 35 del afio 2024, esta-
blece los puntos de corte clinicos (breakpoints) para la interpretacion de pruebas de susceptibili-
dad antimicrobiana en la bacteria secuenciada, no se utilizaron los antimicrobianos recomendados
especificamente para dicho microorganismo. Asimismo, no se realizé un analisis comparativo
que permitiera evaluar la variacion en la respuesta frente a diferentes agentes antimicrobianos.
En latabla 7 y en el anexo 4 se reportan si los aislados confieren resistencia o sensibilidad a cada

antibidtico. La figura 4, ilustra los halos de inhibicién en el aislado 6M.
Tabla 7

Prueba de sensibilidad a cada muestra aislada. los halos de inhibicion fueron medidos en mm.

Aislado IMP Halo MEM  Halo AMC Halo FOX Halo FEP Halo

1M S 30 S 30 R 6 R 8 5 20
4M S 30 S 32 5 6 R 12 5 28
M S 26 S 36 R 6 R 6 5 24
6M R 6 R 6 R 6 R 6 R 13
38 8 32 8 32 R 6 R 6 R 18
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Figura 4. Antibiograma del aislado 6M. Muestra que presento resistencia a todos los

antibidticos analizados.

3.6. Prueba de Sensibilidad: Colistina

Esta prueba de sensibilidad evidencié que los aislados 5M y 6M, confieren resistencia al
sulfato de colistina a una concentracion 4ug/mL conforme a lo estipulado en el manual CLSI-
100. En la figura 5, se puede observar las distintas concentraciones del sulfato de colistina en
ug/mL en relacion con el crecimiento bacteriano. Cabe mencionar, que la clasificacion de la sus-
ceptibilidad de los aislados al antibidtico se determina por la presencia de al menos una colonia
presente en el agar Muller-Hinton (CLSI, 2024). Tanto en el aislado 5M como 6M, presentaron

unidades formadoras de colonias.
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Prueba de Sensibilidad Colistina

Muestras

Concentracion (ug/mL)

Figura 5. Prueba de sensibilidad a la colistina.
3.7. Cuantificacion de ADN

En la muestra 5M y 6M se realizaron cuantificaciones de ADN, para garantizar que los
valores obtenidos sean superiores a las concentraciones requeridas en la secuenciacion. Los va-

lores dieron como resultado 280 ug/mL y 164 ug/mL, respectivamente.
3.8. Analisis Genotipico

Para el andlisis genotipico, se llevo a cabo la secuenciacion del aislado 6M de la muestra
QS - TUB — AJi — L - 002, debido a que se evidencio resistencia a todos los antibiéticos evalua-
dos incluyendo la polimixina. Adicionalmente, se determino que el aislado 6M corresponde a la
bacteria Stenotrophomonas maltophilia; en la cual se hallaron factores de virulencia, transposo-
nes, y genes de resistencia que indican los distintos mecanismos de accion de las bacterias hacia
maltiples farmacos, tales como los carbapenémicos, betalactdmicos, aminoglucdsidos, polimixi-

nas, entre otros.
3.9. Resultados bioinformaticos

En total, se identificaron 2,231 genes. De estos, el 4,3% (95 genes) estan asociados a meca-
nismos de resistencia antimicrobiana, y el 0.9% (21 genes) confieren resistencia a metales pesa-
dos. En la tabla 9 se presenta la caracterizacion de los 17 transposones detectados junto con sus

respectivas familias. Por otro lado, en el anexo 5 se evidencia 94 genes vinculados a factores de
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virulencia como: quorum sensing, produccion de biofilm, formacion de flagelos y fimbrinas, mo-
tilidad, evasion del sistema inmunoldgico, respuesta a especies reactivas de oxigeno, proteinas
chaperonas de choque térmico, proteinas de estabilizacion, flagelina, alteracion de membrana, y
desarrollo de fimbrias tipo curli. Finalmente, en la figura 6 se revelan los genes con mayor rele-
vancia en un contexto clinico, como L1_Betalactamasa, Blal, EmR, AmpG y AmpR.

Por otra parte, se compard la susceptibilidad fenotipica con la genotipica, mediante el uso
referencias bibliograficas, las cuales mencionan los factores de resistencia nicamente en Steno-
trophomonas Maltophilia hacia los antibi6ticos analizados como se puede evidenciar en la tabla
8.

Tabla 8

Relacion entre las pruebas de sensibilidad y sus factores genotipicos del aislado 6M.

Aislado Suceptibilidad Factor genotipico Factores de

fenotipica Resistencia

Imipenem Betalactamasa L-1  Betalactamasas

Meropenem Betalactamasa L-1  Betalactamasas

Amoxicilina/Acido  Betalactamasa Betalactamasas,

6M clavulanico Toho-1, SmeABC, bombas de eflujo

AcrAB-TolC

Cefoxitina Betalactamasa Betalactamasas
Toho-1

Cefepime Betalactamasa Betalactamasas
Toho-1

Polimixinas prmB , emrA , eptA Bombas de eflujo
Tn10 Transposon (tetC)

Nota. La tabla evidencia concordancia entre los resultados fenotipicos y genotipicos, obtenidos a
través de pruebas de sensibilidad y herramientas bioinformaticas, respectivamente. (Wang,
2018). (Mina, 2023). (Véasconez, 2022). (Vila, 2010).
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Tabla 9

Familia de transposones identificadas.

Transposon Familia de Transposon
TetC Tnl0
ISBsp7 IS1595
Vird4

rayT

ISStmall ISL3
ISPa43 Tn3
ISDha5 IS4
ISBeol IS1380
TnAsl Tn3
I1SGsp3 ISLre2
I1SGsps ISLre2
ISBth166 IS110
ISXac4 1S3
ISRsol6 1S3
18232 Is21
ISBceyl IS1182
IST3091 IS30

Distribucion de Genes Resistentes por Antimicrobiano

El
°
o
°
°
®
o
@
L
a
9
B
°
°
L
o
L
° 3 Antimicrobiano
° ® Aminoglucosidicos
'
o @ Cabapenémicos
© ® Macrélidos
= :
8 ® Multiples Antibiéticos
® Polimixinas
o
° Quinolonas
°
E
- Tetraciclinas
p-lactamicos
°
°
°
L
@
o
r 2 °
cicD °
A Cl
bih
bla
bia
ooF °
o
& & ) o C) &
«\('Q o\\bo O & § i © . & ¥ o‘(“o
‘\\Q/\ \3‘5 \\0\ ,:\\*\\\ <® (bo 4'@\
& A v <t (e <& Q}\*
& &

Antimicrobiano

Figura 6. Distribucion de genes que confieren resistencia a cada antibidtico.
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4. Discusién
4.1. Factores de diseminacion de RAM

La transferencia de genes de resistencia antimicrobiana (RAM) a través de la cadena ali-
mentaria representa una de las principales fuentes de diseminacion de microorganismos resisten-
tes, esto ocurre mediante dos mecanismos (Pefia, 2011). EI primero es la zoonosis, proceso en el
cual los alimentos de origen animal actiian como vectores de varios agentes como bacterias, virus,
hongos y parasitos hacia los humanos (Pefia, 2011). El segundo mecanismo, se relaciona a la
presion selectiva bacteriana provocada por el uso indiscriminado de antibioticos en el sector ga-
nadero, lo que conduce a una presencia de cepas resistentes tanto en el microbioma del ganado
como en los cultivos agricolas, ya que estos actian como reservorios ambientales de RAM (Pefia,
2011). Como se menciond anteriormente, la cadena alimentaria es una de las principales fuentes
de dispersion de RAM desde la produccion del alimento hasta el consumo del mismo (Fusaro,
2024; Adane, 2018). Lo que indica que hay varios sectores de origen de distribucién de RAM en
la cadena alimentaria, uno de ellos en el presente estudio es la comida callejera. La ausencia de
una adecuada implementacion de las normas de seguridad sanitarias en la manipulacion de los
alimentos facilita la diseminacion de diversas cepas bacterianas, incluyendo Escherichia Coli,
Salmonella, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus (Fusaro, 2024). Es decir, que gracias
a las deficientes practicas higiénicas en los puestos ambulantes, se crea un ambiente favorable

para la transmision de agentes farmacorresistentes hacia el humano (Fusaro, 2024).

Ademas de las bacterias, la presencia de levaduras en los alimentos callejeros es un indica-
dor biol6gico de contaminacion durante su manejo y produccion (Avila, 2008). Es decir, que los
alimentos estan expuestos a procesos de deterioro y descomposicion, como se reveld en los ais-
lados 1S, 4Sy 5S (Leo6n, 2023). En estos aislados, la tincién gram permitio identificar estructuras
cuya morfologia observada al microscopio no correspondié con la estructura de bacilos gram
positivos (BGP), debido a su tamafio y su forma esférica, determinando que de los 11 aislados el
36,4% contenian levaduras (INEN, 2022). Investigaciones a nivel nacional han confirmado la
alta frecuencia de levaduras en alimentos callejeros. Un estudio en Cuenca y Riobamba demostro
que, de cada 10 muestras de comida ambulatoria, entre el 75% y el 80% contenian levaduras.
Dicho en otras palabras, una contaminacion directa en la comida callejera (Lema, 2024; Ledn,
2023).
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Sin embargo, algunos ingredientes pueden reducir la carga microbioldgica de los alimentos
(Chen, 2016). En este caso, la muestra QS — PAN — SAL — L — 001/002 no presento6 crecimiento
bacteriano debido a la adicion de vinagre en la salsa de tomate. Se ha comprobado que el acido
acético del vinagre tiene propiedades bactericidas, ya que una concentracion minima del 0,1%
puede inhibir el crecimiento de Escherichia coli (EPEC) y Salmonella enteritidis (Chen, 2016;
Tapia, 2014); esta actividad inhibitoria sucede independientemente de la carga microbiologica de
la muestra (Chen, 2016). Ademas, se ha demostrado que el vinagre es un agente desinfectante
que eficazmente actla sobre bacterias incluyendo, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas
aeruginosa (Chen, 2016). Por otro lado, las muestras donde si se hallé crecimiento microbiold-
gico, el 30% mostrd indicios de resistencia a meropenem (MEM) en el agar MacConkey. A com-
paracion, un estudio realizado en la India reportd que de 100 muestras provenientes de comida
callejera lista para consumo, Unicamente el 16,6% mostraba resistencia a este antibiético (Giri,
2021). Esta referencia concuerda con otro estudio realizado en los cinco mercados mas concurri-
dos en la India, el cual detalla que el 16,7% de los aislados de Escherichia Coli mostraron resis-
tencia a imipenem en alimentos callejeros como los jugos de fruta (Sharma et al, 2020). A dife-
rencia con una investigacion desarrollada en Etiopia, demostro que el 54% de las muestras pro-
venientes de alimentos callejeros se encontraban contaminados por Staphylococcus aureus y En-
terobacteriacea, sin embargo, no presentaron resistencia a los antimicrobianos comunmente uti-

lizados para cuadros infecciosos gastrointestinales (Moges et al, 2024).
4.2. Analisis Genotipico y Fenotipico

A pesar, de la presion selectiva ejercida por el uso de antibiéticos, las bacterias han desa-
rrollado mecanismos de resistencia frente a estos farmacos, incluyendo modificaciones en el sitio
de accion, alteraciones en las porinas, cambios en la membrana externa y modificaciones en la
pared celular (Monge, 2013). Ademas, de producir enzimas que modifican la estructura del anti-
biotico, para evadir su mecanismo de accion (Ayala, 2019; Troncoso, 2017). Estas enzimas, son
denominadas betalactamasas, las cuales son clasificadas segun su clase A,B,C o D, mediante la
agrupacion de Ambler o de Bush (Lorenzo, 2011). En este estudio, se revelé que en las pruebas
de sensibilidad de naturaleza fenotipica del aislado 6M, expreso resistencia antimicrobiana de
mayor interes incluyendo, colistina, meropenem, cefepime e imipenem, lo cual coindice con el

perfil genético del aislado.
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El perfil genético evidencio que el aislado 6M corresponde a la bacteria Stenotrophomonas
maltophilia. Este microorganismo es un patdgeno emergente multirresistente reconocido por cau-
sar infecciones nosocomiales, respiratorias y oftalmoldgicas, aumentando la tasa de mortalidad
en pacientes inmunocomprometidos y oncoldgicos (Brooke, 2012). Este agente comUnmente se
encuentra en espacios ambientales e intrahospitalarios (Brooke, 2012). Es decir, que aunque esta
presente en entornos desde habitats acuaticos hasta los sifones de lavabos hospitalarios, se des-
conoce las posibles fuentes de diseminacion y mecanismos de accion contra los antimicrobianos
de amplio espectro (Brooke, 2012; Vasconez, 2022). Sin embargo, se sugiere que las mutaciones
en la pared celular de esta bacteria, estdn posiblemente relacionadas con enfermedades de infla-
macidn cronica como la enfermedad de Crohn y el sindrome de colon irritable; en los pacientes
que padecieron dichas enfermedades se encontr6 material genético de Stenotrophomonas mal-
tophilia, a través de técnicas de hibridacion de ADN (Brooke, 2012).

A nivel intrahospitalario, Stenotrophomonas maltophilia se encuentra entre las tres bacterias
gramnegativas con mayor importancia clinica, debido a su resistencia multiple a carbapenémicos,
polimixinas, sulfonamidas, cefalosporinas, aminoglucésidos, metales pesados, y desinfectantes
(Safdar, 2007; Vila, 2010; Fihman, 2012). De los componentes anteriormente mencionados, va-
rios estudios reportaron que las sulfonamidas han sido consideradas como el tratamiento de elec-
cién para infecciones causadas por Stenotrophomonas maltophilia (Safdar, 2007). Sin embargo,
un estudio en China, arguyé que el 37% de los aislados clinicos fueron resistentes al cotri-
moxazol, seguido de este estudio, se realizaron mas investigaciones evidenciando una prevalen-
cia de resistencia de hasta el 78% (Safdar, 2007). Es decir, que las opciones de terapias médicas
para tratar infecciones causadas por esta bacteria son extremadamente limitadas, ya que este mi-
croorganismo al ser intrinsicamente resistente a los carbapenémicos, y ser capaz de adquirir genes
de resistencia mediante componentes méviles como los transpones, facilita su colonizacion en

los huéspedes inmunocomprometidos (Wang, 2018; Safdar, 2007).

En ambientes clinicos, Stenotrophomonas maltophilia se encuentra entre los once microor-
ganismos con mayor prevalencia en entornos de cuidados intensivos, debido a su presencia en
nebulizadores, instrumentos protesicos, desagles, grifos y catéteres venosos centrales, ademas,
se ha reportado que el personal sanitario es una fuente potencial de diseminacion (Gil, 2020;
Safdar, 2007; Brooke, 2012). Por estas razones, en varios paises se realiza una vigilancia hospi-

talaria relacionada a infecciones por S. maltophilia, especialmente en pacientes con fibrosis
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quistica, neumonia, dafio renal, infeccion epitelial, quemaduras de alto grado, y cancer (Waters,
2010; Brooke, 2012). Sin embargo, hay escasos estudios, donde sefialan que este microorganismo
es capaz de colonizar el tracto gastrointestinal en pacientes oncoldgicos que previamente han sido
administrados con una gran variedad de antibi6ticos, incluyendo imipenem (Apisarnthanarak,
2003); lo que sugiere es que la presion selectiva mediada por antibi6ticos es un factor de riesgo

para tratar infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Apisarnthanarak, 2003).

Asimismo, diversos estudios han sefialado una correlacion entre el incremento de infeccio-
nes por S. maltophilia y la inmunosupresion en pacientes hospitalizados (Mina, 2023). Su capa-
cidad para formar biopeliculas le confiere una ventaja adaptativa, ya que esta estructura le permite
adherirse a diversas superficies, incluyendo tejidos epiteliales, e instrumentos hospitalarios
(Mina, 2023). Especialmente, la biopelicula actia como una barrera protectora que dificulta la
accion del sistema del complemento, la fagocitosis, limita la penetracion de antimicrobianos y
genera tolerancia a cambios bruscos de pH (Mina, 2023). Asimismo, un factor clave en la RAM
de S. maltophilia, es la transferencia de mecanismos de resistencia a través de la coexistencia con
otros microorganismos, este proceso es Ilamado cominmente patogenicidad indirecta, el cual es
facilitado por elementos movibles como los transposones, plasmidos, entre otros (Mina, 2023;
Wang, 2018). Gracias a estos mecanismos, al momento de contraer una infeccion por Stenotrop-
homonas maltophilia, hasta el 69% de los casos llegan a ser mortales, sin embargo, se debe con-
siderar factores externos relacionados a la tasa de mortalidad, ya que segun revisiones sistemati-
cas este porcentaje puede variar del 20% al 27% segun la localidad de la infeccion, ya sea por

neumonia o bacteriemia (Aisenberg, 2007; Mina, 2023).

El perfil genético de la bacteria Stenotrophomonas maltophilia, resaltd una resistencia a
cefalosporinas, carbapenémicos, polimixinas, macrélidos, tetraciclinas, y multiples antibidticos,
esto debido a la induccion de bombas de eflujo, factores de virulencia, mutaciones en porinas,
produccion de enzimas y transposones (Astocondor, 2018). En cuanto al mecanismo de produc-
cion de enzimas hidroliticas, la bacteria del presente estudio es capaz de sinterizar L1-Betalac-
tama, perteneciente al grupo metalo-p-lactamasa (MBL) de la sublcase de Ambler B y en Bush 3
(Hinchliffe, 2023). Es decir, que es capaz de sintetizar la mayoria de antibidticos betalactdmicos
incluyendo carbapenémicos, gracias a su estructura compuesta por moléculas zinc, las cuales
interacttan con el grupo carbonilla y amida del anillo betalactdmico, inactivando su mecanismo

de accion contra las proteinas transportadoras de penicilina (PBP) (Astocondor, 2018). En varios
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estudios, se ha demostrado que Stenotrophomonas maltophilia presenta una resistencia intrinseca
basal a los carbapenémicos debido a la sintesis de L1-Betalactamasa y L2-Betalactamasa (Vila,
2010). La diferencia entre L1y L2 es que, L1 es dependiente de los iones zinc para hidrolizar
antibioticos como el meropenem y el imepenem, sin embargo; es incapaz de hidrolizar aztreonam
(Vila, 2010). Por otro lado, L2 hidroliza aztreonam y cefalosporinas, pero es sensible a inhibido-
res betalactamicos como el acido clavulanico y el EDTA (Vila, 2010). Por otro lado, de las va-
riantes intrahospitalarias que se han secuenciado, el 24% presentaron cambios en la secuencia de

amino&cidos de L1, con respecto a la enzima original (Hinchliffe, 2023).

En esta investigacion, ademas de identificar L1-Betalactamasa, se detectaron genes clave
que confieren resistencia a los betalactdmicos, incluyendo bla, blal, blh, slt, ampR, ampG, mrcA,
mrcB, pbpE, smeABC y smeSR. Entre estos, smeABC es el unico que ha sido previamente do-
cumentado en Stenotrophomonas maltophilia (Chang, 2004; Bina, 2023). SmeABC es un sistema
de eflujo perteneciente a la superfamilia de la division de nodulacién de resistencia (RND), en-
cargada de expulsar aminoglucésidos, betalactdmicos, quinolonas, macrélidos y tetraciclinas al
medio extracelular (Vila, 2010). Este sistema de resistencia, funciona mediante el uso de trans-
portadores tripartitos, los cuales facilitan el paso de sustratos desde la membrana citoplasmatica
hasta la membrana externa en bacterias Gram negativas (BGN) (Hsien, 2011; Tirthani, 2023). De
igual manera, otra bomba de eflujo de multiples farmacos reportado en este estudio es el complejo
AcrAB-TolC, perteneciente a la familia RND, en este caso acrAB se asocia con TolC, el cual es
una porina encargada de exportar varios antibioticos como las tetraciclinas, betalactdmicos, y
fluoroquinolonas, aparte de transportar sustancias quimioterapicas, detergentes y colorantes hacia
al medio extracelular (Marchetti, 2011; Tikhonova, 2004; Gémez A. , 2012). Sin embargo, la
interrupcion de TolC, acrA 'y acrB, implicaria una hipersusceptibilidad en la bacteria frente a este
tipo de sustratos, ya que cada uno posee una funcion importante de transporte desde la membrana

interna al periplasma y finalmente a la membrana externa (Tikhonova, 2004).

Por otra parte, otro gen que confiere resistencia a los betalactdmicos es el gen bla, el cual es
el encargado se sintetizar Betalactamasa Toho-1, perteneciente a las betalactamasas de espectro
extendido BLEE de tipo CTX-M (Akpaka, 2021); capaces de hidrolizar cefalosporinas de tercera
generacion como la cefotaxima, sin embargo; presentan susceptibilidad a los carbapenémicos e
inhibidores de betalactamicos como el &cido clavulanico y tazobactam (Akpaka, 2021). Unica-

mente se ha reportado la expresion de este gen en Escherichia Coli, Citrobacter, y Salmonella
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(Cantdn, 2012). Otro mecanismo de resistencia, a parte de la produccion de enzimas hidroliticas
y las bombas de eflujo es la modificacion del sitio de accion. En este estudio, se identifico la
expresion del gen gyrA, el cual debido a sus mutaciones puntuales en la region QRDR (quino-
lone-resistance-determining-region), disminuye la afinidad entre las topoisomerasas (ADN gi-
rasa) y las fluoroquinolonas, ya que estas impiden la penetracion de los farmacos a la membrana
citoplasmatica de los BGN (Vila, 2010). Por otra parte, en cuanto a la resistencia adquirida de
Stenotrophomonas maltophilia, resalta el transposén Tn10, ya que es responsable de conferir
resistencia a la tetraciclina, mediante la expresién del gen tetR (Horch, 2023). Esto sugiere, que
esta bacteria es capaz de transferir genes de resistencia a otras colonias bacterianas, aumentando
la diseminacion de la RAM en comidas callejeras. Sin embargo, este gen solo se ha identificado

en aislados hospitalarios de Stenotrophomonas maltophilia (Horch, 2023).

A nivel mundial se han reportado varios linajes de Stenotrophomonas maltophilia, de los
cuales Sgn (1-2-3) y Sm11 fueron aislados y secuenciados a partir de muestras ambientales, entre
ellos el linaje Sgn3 y Sm11 son los Unicos capaces de infectar al ser humano por sus factores de
virulencia (Korotetskiy, 2022). Esto sugiere que la trayectoria evolutiva de esta especie se origino
en entornos ambientales, donde la exposicion a presiones selectivas favorecié su capacidad de
persistencia y colonizacion en el huésped humano (Korotetskiy, 2022). Este hallazgo concuerda
con la expresion fenotipica y genotipica de la bacteria Stenotrophomonas maltophilia en el ais-
lado 6M, ya que las condiciones Optimas proporcionadas por la muestra, al provenir de alimentos
liquidos, favorecieron su viabilidad en entornos comunitarios, que a su vez segun bibliografia, se
hallan principalmente en entornos intrahospitalarios causando infecciones nosocomiales graves

en pacientes inmunodeprimidos (Groschel, 2020).

A comparacién con una revision sistematica, menciona que en alimentos como leche y
queso, se ha aislado Stenotrophomonas maltophilia resistente a ampicilina (AM), piperacilina
(PIP), amoxicilina (AMX), amoxicilina/acido clavulanico (AMC30), ticarcilina (TIM), cefota-
xima (CTX) e imipenem (IPM), de los cuales (IPM) y (AMC30) en el presente estudio, resultaron
ser susceptibles hacia los mecanismos de accién del aislado 6M proveniente del ceviche de cho-
chos (Wang, 2018). Sin embargo, en el Ecuador no se ha reportado estudios de S. maltophilia, en
alimentos callejeros, no obstante, si se ha aislado en secreciones de pacientes inmunocomprome-

tidos geriatricos en entornos hospitalarios (Guillermo, 2023).
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Cabe mencionar, que esta investigacion en el apartado de las pruebas de sensibilidad se basé
en los valores del punto de corte establecido para Enterobacterales excluyendo Salmonella y
Shigella conforme a lo establecido en el manual CLSI-100, ya que dicho manual Unicamente
proporciona valores de puntos de corte para S. maltophilia en los siguientes antibiéticos: ticarci-
lina-&cido clavulénico, cefiderocol, minociclina, levofloxacino, trimetoprima-sulfametoxazol y
cloranfenicol, no obstante, en varios estudios se ha adoptado por utilizar los puntos de corte de
Enterobacterales para interpretar la sensibilidad de Stenotrophomonas maltophilia, resaltando
que este agente pertenece al género Stenotrophomonas (Mina, 2023; Wang, 2018). En la tabla 9,
se evidencia la relacion fenotipica y genotipica del aislado 6M.

5.Conclusion

La resistencia antimicrobiana representa una amenaza creciente para la salud publica, de-
bido a la evolucion de mecanismos bacterianos que disminuyen la eficacia de los tratamientos
terapéuticos. En este estudio, se identifico la presencia de Stenotrophomonas maltophilia en el
ceviche de chochos en el parque Los Tubos. Asimismo, mediante herramientas bioinforméticas
se detectaron genes de resistencia a maltiples antibidticos que coincidié con los resultados del
analisis fenotipico. Se determind que el aislado 6M confiere resistencia a amoxicilina (AMC30),
meropenem (MEMZ10), imipenem (IPM10), cefepime (FEP30) y cefoxitina (FOX30), por otra
parte, en el analisis genotipico se detectaron genes asociados a bombas de eflujo (SmeABC,
AcrAB-TolC), betalactamasas (Toho-1, L1-Betalactamasa), factores de virulencia (gyrA) y trans-
posones (Tn10). La mayoria de estos factores de resistencia, son intrinsecos, mas no adquiridos.
Lo que se sugiere que, los aislados en ambientes intrahospitalarios poseen una mayor tasa de
mutacioén, que las especies encontradas en entornos comunitarios. Sin embargo, en este estudio
se hallaron genes resistentes a polimixina E y fluroquinilonas, antibi6ticos cominmente eficaces
para tratar infecciones contraidas en espacios comunitarios. Finalmente, se concluye que hay
presencia de microorganismos oportunistas, que presentan mecanismos de resistencia intrinseca
y adquirida. Esta Gltima se destaca por su capacidad de transferir genes de resistencia a otras
comunidades bacterianas, ya sean comensales del sistema gastrointestinal o patdégenas en am-
bientes hospitalarios. En este sentido, se plantea que posiblemente la industria alimentaria local,
es un potencial vehiculo para la dispersion de resistencia antimicrobiana. No obstante, es impor-
tante sefialar que los resultados de este estudio se vieron limitados por el reducido tamafio mues-

tral.
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6.Recomendaciones

Entre las limitaciones del presente estudio se destaca el tamafio limitado de la muestra, lo
cual restringe la extrapolacion de los resultados a otras zonas geogréaficas. Asimismo, el analisis
se basod Unicamente en la deteccidn genotipica de genes de resistencia, sin realizar pruebas feno-
tipicas basadas en los puntos de corte del CLSI-100 para Stenotrophomonas maltophilia. Asi-
mismo, la investigacion se enfocd en areas especificas del sur del Distrito Metropolitano de

Quito, limitando su representatividad a nivel nacional.

Se sefiala que no se realizaron pruebas de sensibilidad posteriores a la secuenciacion, lo que
impidio realizar un perfil fenotipico completo de Stenotrophomonas maltophilia, de acuerdo a
los puntos de corte definidos por el CLSI-100. De igual manera, la metodologia aplicada al estar
dirigida principalmente a Enterobacterales, perjudicé tanto en la interpretacion de los resultados
de la bacteria aislada como la seccidn de microorganismos de interés, ya que S. maltophilia pre-

senta, en su gran mayoria, resistencia intrinseca a los carbapenémicos.

Se recomienda realizar futuras investigaciones basadas en el presente estudio, para asi im-
plementar el enfoque One-Health y su agenda de investigacion, mediante la ejecucion de sistemas
de vigilancia epidemioldgica, el mejoramiento la brecha de comunicacion relacionada a RAM, la
profundizacién en el conocimiento de los mecanismos de transmision, el refuerzo de la base de
datos, y la promocidn de acciones dirigidas a mitigacion de la resistencia antimicrobiana, a través
del uso y adopcion de medidas politicas. Por otra parte, se conoce que el tamafio muestral, fue un
factor limitante para los resultados y conclusiones en este estudio. Por ello, se sugiere ampliar el
tamafio de muestra, no solamente en el sur del Distrito Metropolitano de Quito, sino también en

otros sectores como en el centro, norte y, especialmente, en zonas rurales o aledafas al distrito.

Asimismo, se propone aumentar la diversidad de alimentos muestreados, considerando que
en este estudio solo se seleccionaron alimentos sin tratamiento térmico, en su mayoria de origen
vegetal. De igual manera, se conoce que hay multiples fuentes de diseminacion de resistencia
antimicrobiana a lo largo de la cadena alimentaria, desde el sector ganadero y agricola hasta la
etapa final de produccidn del alimento, los cuales representan un riesgo para el consumidor final
de la comida callejera. Sin embargo, a nivel nacional se desconoce con exactitud los patrones de
resistencia, el origen de distribucidn, y la prevalencia de RAM, tanto en sectores intrahospitala-

rios, como comunitarios.
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Por esta razon, se hace un llamado a la accion dirigido a la comunidad, a los centros de
salud y al sector alimentario, con el fin de fomentar la adopcién de medidas preventivas, en lugar
de reactivas, a traves de la concientizacion sobre el uso indiscriminado de antibi6ticos. Para esto,
es necesario presentar este estudio y relacionados a diferentes espacios de divulgacion cientifica,
tales como congresos nacionales “Il Congreso Internacional de Resistencia Antimicrobiana con
Enfoque One Health” e internacionales, como el ESCMID en Viena. De esta manera, la divulga-
cion cientifica pueda traspasar barreras internacionales, con el objetivo de aportar, colaborar, y

generar un impacto positivo a la salud del medio ambiente, del ser humano y de los animales.
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7.Anexos

Crecimiento Microbiolégico
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Anexo 1. Heatmap del crecimiento microbioldgico en cultivos iniciales.
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Anexo 2. Crecimiento bacteriano con y sin enriquecimiento.
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Anexo 3. Diversidad morfoldgica y aislamiento bacteriano en cada agar.
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Anexo 4. Antibiograma por cada muestra aislada.



Resistencia Antimicrobiana 2024

34 of 49

Anexo 5. Genes vinculados a los distintos factores de virulencia de Stenotrophomonas Maltophi-

lia.
Gen Producto Clasificacion
bepA_1 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
comR HTH-type transcriptional repressor ComR Virulento
blc 1 Outer membrane lipoprotein Blc Virulento
rhtB Homoserine/homoserine lactone efflux protein Virulento
ihfA Integration host factor subunit alpha Virulento
pnp_1 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase Virulento
rpsO 30S ribosomal protein S15 Virulento
yejM Inner membrane protein YejM Virulento
mshA 1 D-inositol-3-phosphate glycosyltransferase Virulento
gimM_1 Phosphoglucosamine mutase Virulento
asd2 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 2 Virulento
aroC Chorismate synthase Virulento
psd Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme Virulento
pepO_1 Neutral endopeptidase Virulento
pepO_2 Neutral endopeptidase Virulento
iSpA Farnesyl diphosphate synthase Virulento
pmbA_1 Metalloprotease PmbA Virulento
tldD_1 Metalloprotease TldD Virulento
arcD Arginine/ornithine antiporter Virulento
IptE LPS-assembly lipoprotein LptE Virulento
cnoX Chaperedoxin Virulento
yabJ 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase Virulento
bepA 2 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
dnak_1 Chaperone protein DnaK Virulento
hpt Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase Virulento
ompR_1 Transcriptional regulatory protein OmpR Virulento
bepA 3 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
bepA 4 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
prfA Peptide chain release factor RF1 Virulento
yadV_1 putative fimbrial chaperone YadV Virulento




Resistencia Antimicrobiana 2024 35 of 49
Gen Producto Clasificacion
yadV_2 putative fimbrial chaperone YadV Virulento
dsbC Thiol:disulfide interchange protein DsbC Virulento
tolB_1 Tol-Pal system protein TolB Virulento
virF Virulence regulon transcriptional activator VirF Virulento
dhbE 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase Virulento
merR1_1 Mercuric resistance operon regulatory protein Virulento
bepA 5 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
virB4 Type IV secretion system protein virB4 Virulento
ptiF Type IV secretion system protein PtlF Virulento
virD4 Protein VirD4 Virulento
yycB putative transporter YycB Virulento
blc_2 Outer membrane lipoprotein Blc Virulento
tsaC Threonylcarbamoyl-AMP synthase Virulento
groL_1 60 kDa chaperonin Virulento
groS 10 kDa chaperonin Virulento
bfr 1 Bacterioferritin Virulento
djlA Co-chaperone protein DjIA Virulento
cefD Isopenicillin N epimerase Virulento
blal Penicillinase repressor Virulento
clpB Chaperone protein ClpB Virulento
hslO 33 kDa chaperonin Virulento
htpG_1 Chaperone protein HtpG Virulento
bepA 6 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
swrC Swarming motility protein SwrC Virulento
mlaF Intermembrane phospholipid transport system ATP-  Virulento
binding protein MlaF

mlagE Intermembrane phospholipid transport system Virulento
permease protein Mlak

mlaD Intermembrane phospholipid transport system Virulento

binding protein MlaD
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Gen Producto Clasificacion
mlaC Intermembrane phospholipid transport system Virulento
binding protein MlaC
mlaB Intermembrane phospholipid transport system Virulento
binding protein MlaB
yidC Membrane protein insertase YidC Virulento
loiP Metalloprotease LoiP Virulento
pmbA 2 Metalloprotease PmbA Virulento
tldD_2 Metalloprotease TIdD Virulento
tldD_3 Metalloprotease TldD Virulento
ftsH 1 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH Virulento
bepA 7 Beta-barrel assembly-enhancing protease Virulento
bvgS Virulence sensor protein BvgS Virulento
amn AMP nucleosidase Virulento
hemwW Heme chaperone HemwW Virulento
ompR_3 Transcriptional regulatory protein OmpR Virulento
ispF 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate Virulento
synthase
ftsH_2 ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH Virulento
flgB Flagellar basal body rod protein FlgB Virulento
flgC Flagellar basal-body rod protein FIgC Virulento
flgh Basal-body rod modification protein FlgD Virulento
flgE Flagellar hook protein FIgE Virulento
flgF Flagellar basal-body rod protein FIgF Virulento
flgG Flagellar basal-body rod protein FIgG Virulento
flgH Flagellar L-ring protein Virulento
flgl Flagellar P-ring protein Virulento
flgL Flagellar hook-associated protein 3 Virulento
dnal Chaperone protein Dnal Virulento
dnak_2 Chaperone protein DnaK Virulento
htpG_2 Chaperone protein HtpG Virulento
phoP_5 Virulence transcriptional regulatory protein PhoP Virulento
groL_2 60 kDa chaperonin Virulento
motB_2 Motility protein B Virulento
pomA Chemotaxis protein PomA Virulento
fliE Flagellar hook-basal body complex protein FIiE Virulento
fliS Flagellar secretion chaperone FIliS Virulento
flic_1 A-type flagellin Virulento
fliC_2 A-type flagellin Virulento
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Gen Producto Clasificacion
merR1_2 Mercuric resistance operon regulatory protein Virulento
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